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成团培养髓核干细胞呈静息状态并伴有PI3K-Akt-mTOR 通路受抑和自噬激活

朱 桐，刘嘉斌，赵润智，杨卓霖，黄 博  陆军军医大学（第三军医大学）第二附属医院骨科，重庆

［摘要］ 目的 椎间盘退变（intervertebral disc degeneration，IVDD）是下腰痛的主要病因，髓核干

细胞（nucleus pulposus stem cells ， NPSCs）干性耗竭为其关键机制，维持其静息状态对延缓退变具有重

要意义。旨在探讨体外成团培养对NPSCs静息状态的诱导作用及其调控机制，为 IVDD的靶向干预提

供实验依据。方法 收集陆军军医大学第二附属医院骨科 2025年 12月至 2026年 1月进行腰椎手术的

未成年患者和成年患者的椎间盘组织，进行组织切片并通过HE染色观察形态差异。提取 24只 8周龄

SD雄性大鼠［体质量（350±50）g］的NPSCs。通过流式细胞术检测干细胞免疫表型，三系分化实验验证

NPSCs的干性。正常平面培养的NPSCs作为单层培养（monolayer culture，ML）组；利用三维球形培养法

对NPSCs建立成团培养模型，作为成团培养（sphere culture，SP）组。显微镜观察细胞形态，流式细胞术

进行周期分析，EdU染色鉴定其静息状态。对正常平面培养和成团培养的NPSCs进行 bulk转录组测序

和分析。使用RT-qPCR、Western blotting和透射电镜等方法，检测自噬相关分子及PI3K-Akt-mTOR通路

关键分子的表达和自噬溶酶体结构。结果 临床组织切片检测显示，未成年患者髓核细胞呈散点样分

布，成年患者髓核细胞呈成团簇状分布，且成年患者髓核细胞成团分布占比显著高于未成年患者（P<
0. 01）。成功分离的大鼠 NPSCs 经流式细胞术检测，显示高表达间充质干细胞阳性标志物 CD90
（99. 4%）、CD44（99. 8%）、CD73（94. 2%），低表达造血干细胞阴性标志物 CD34（0. 21%）、CD45
（0. 45%）、CD11（1. 08%）。三系分化实验证实其具有成骨、成软骨、成脂分化潜能，符合间充质干细胞

表型特征。体外成团培养可诱导 NPSCs 聚集形成球形度规整、边缘光滑的球形细胞团，平均直径为

（52. 3±11. 6）μm；细胞周期检测显示，SP组G0期细胞比例显著高于ML组（P<0. 05），且 SP组EdU阳性

细胞比例均较 ML 组显著降低（P<0. 05），呈典型静息状态。RT-qPCR 检测显示，SP 组的 P27、SOX2 和

CD34表达显著高于ML组（P<0. 05）。Bulk转录组测序结果显示，SP组与ML组间存在显著差异表达基

因，且自噬和 PI3K-Akt-mTOR 通路呈显著富集趋势。Western blotting 检测结果显示，与 ML组相比，SP
组成团细胞自噬相关分子 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值显著升高、P62表达显著降低，PI3K-Akt-mTOR 通路关键

分子 PI3K、p-Akt、p-mTOR表达均显著下调（P<0. 05）；透射电镜下可见 SP组细胞内自噬溶酶体数量较

ML 组显著增加；挽救实验进一步验证PI3K-Akt-mTOR通路与自噬的调控关联（P<0. 05）。临床样本检

测显示，未成年患者髓核组织Ki67、p-mTOR表达水平显著高于成年患者，而LC3B含量显著低于成年患者

（P<0. 05）。结论 体外成团培养可有效诱导 NPSCs 进入静息状态并维持干性，其机制可能通过抑制

PI3K-Akt-mTOR通路激活自噬来实现。
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Spheroid culture induces a quiescent state in nucleus pulposus stem cells by 
inhibition of the PI3K-Akt-mTOR pathway and activation of autophagy
ZHU Tong， LIU Jiabin， ZHAO Runzhi， YANG Zhuolin， HUANG Bo  Department of Orthopedics， Second 
Affiliated Hospital， Army Medical University （Third Military Medical University）， Chongqing， China

［Abstract］ Objective　Intervertebral disc degeneration (IVDD) is a primary cause of low back pain, 
and stemness exhaustion of nucleus pulposus stem cells (NPSCs) represents a key underlying mechanism.  
Thus, maintaining the quiescent state of NPSCs is of great significance in delaying disc degeneration.  This 
study aimed to investigate the inductive effect of in vitro three‑dimensional (3D) spheroid culture on the 
quiescent state of NPSCs and its regulatory mechanism, thereby providing experimental evidence for targeted 
intervention in IVDD.  Methods　Intervertebral disc tissues were collected from juvenile and adult patients 
undergoing lumbar surgery in our department between December 2025 and January 2026.  Tissue sections 
were prepared, and morphological differences were observed through HE staining.  NPSCs were isolated from 
24 male SD rats (8 weeks old, weighing 350±50 g).  Stem cell immunophenotypes were identified by flow 
cytometry, and the stemness of NPSCs was verified by trilineage differentiation assay.  NPSCs cultured under 
routine 2D conditions served as the monolayer culture (ML) group, while NPSCs cultured using the 3D 
spheroid culture system were established as the spheroid culture (SP) group.  Cell morphology was observed 
under a microscope, cell cycle distribution was analyzed by flow cytometry, and the quiescent state was 
identified by EdU staining.  Bulk transcriptome sequencing and bioinformatic analysis were performed on 
NPSCs from the ML and SP groups.  The expression of autophagy‑related molecules and key molecules in the 
PI3K‑Akt‑mTOR signaling pathway, as well as the ultrastructure of autolysosomes, were detected by 
RT‑qPCR, Western blotting and transmission electron microscopy (TEM), respectively.  Results　Clinical 
histological observation showed that nucleus pulposus cells in juvenile patients were scattered in distribution, 
whereas those in adult patients exhibited clustered distribution, and the proportion of clustered nucleus 
pulposus cells was significantly higher in adult patients than in juvenile patients (P<0. 01).  The successfully 
isolated rat NPSCs highly expressed mesenchymal stem cell‑positive markers CD90 (99. 4%), CD44 (99. 8%) 
and CD73 (94. 2%), and lowly expressed hematopoietic stem cell‑negative markers CD34 (0. 21%), CD45 
(0. 45%) and CD11 (1. 08%) as determined by flow cytometry.  Trilineage differentiation assays confirmed that 
NPSCs possessed osteogenic, chondrogenic and adipogenic differentiation potentials, consistent with the 
phenotypic characteristics of mesenchymal stem cells.  In vitro spheroid culture induced NPSCs to form 
regular spheroids with smooth edges, with an average diameter of 52. 3±11. 6 μm.  Cell cycle analysis revealed 
that the proportion of G0‑phase cells in the SP group was significantly higher than that in the ML group (P<
0. 05).  Moreover, EdU‑positive cell proportion was markedly lower in the SP group than in the ML group (P<
0. 05), indicating a typical quiescent state.  RT-qPCR showed that the expression of P27, SOX2 and CD34 in 
the SP group were significantly higher than those in the ML group (P<0. 05).  Bulk RNA‑sequencing 
demonstrated significant differentially expressed genes between the SP and ML groups, with significant 
enrichment of the autophagy pathway and the PI3K‑Akt‑mTOR pathway.  Western blotting demonstrated that, 
compared with the ML group, the ratio of LC3‑Ⅱ/LC3‑Ⅰ was significantly increased, while the expression of 
p62 was notably decreased in the SP group.  The expression levels of key molecules in the PI3K-Akt-mTOR 
pathway, such as PI3K, p‑Akt and p‑mTOR were all significantly downregulated (P<0. 05).  TEM revealed a 
markedly higher number of autolysosomes in the SP group than in the ML group.  Rescue experiments further 
verified the regulatory relationship between the PI3K‑Akt‑mTOR pathway and autophagy (P<0. 05).  Clinical 
sample detection showed that the expression levels of Ki67 and p‑mTOR in nucleus pulposus tissues were 
significantly higher in juvenile patients than in adult patients, whereas the content of LC3B was significantly 
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lower (P<0. 05).  Conclusion　In vitro 3D spheroid culture can effectively induce NPSCs to enter a quiescent 
state and maintain their stemness.  The underlying mechanism may involve the activation of autophagy via 
inhibition of the PI3K‑Akt‑mTOR pathway.  

［Key words］ nucleus pulposus stem cells； spheroid culture； quiescent state； autophagy； PI3K-Akt-
mTOR pathway
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椎间盘退变（intervertebral disc degeneration， IVDD）
是下腰痛的首要病理诱因，其发病率居高不下，不仅

严重降低全球 4亿多患者的生活质量，更造成重大的

全球性公共卫生负担［1-3］。椎间盘作为脊柱力学功能

的核心承载单元，主要由髓核、纤维环及软骨终板 3部

分构成，其内环境稳态的失衡是驱动 IVDD 发生发展

的关键病理环节［4］。其中，髓核组织的核心功能主要

由髓核干细胞（nucleus pulposus stem cells，NPSCs）来

维持，而NPSCs可以通过持续分泌蛋白聚糖来调控细

胞外基质的稳态，这些对维持椎间盘正常生理功能至

关重要［5］。NPSCs 作为髓核细胞的前体细胞［6］，系统

开展NPSCs的形态学特征及功能调控机制研究，对于

阐明 IVDD 病理进程、开发靶向干预策略具有重要的

理论与临床意义。

静息状态是干细胞群体中普遍存在的一种生理

状态，特指细胞主动退出细胞周期并进入可逆性周期

阻滞的状态，此状态下干细胞可有效维持自身稳态并

具有自我更新能力［7］。处于静息状态的干细胞，其基

础代谢水平、生物合成活性及能量需求均显著下调，

这一适应性特征使其能够耐受外界可能会面对的营

养匮乏、低氧等恶劣微环境并长期存活［8-9］。与细胞

衰老的不可逆性不同，静息状态的干细胞在特定刺激

信号激活下可重新进入细胞周期，启动增殖与分化程

序［10］。已有研究证实，椎间盘中存在一群髓核祖细

胞，该群体以慢周期状态或者静息状态存在，在椎间

盘损伤后可被激活，参与组织修复与再生过程［11-13］。
然而，目前关于NPSCs静息状态的调控规律及其分子

机制尚未完全阐明，相关研究仍处于探索阶段。

三维成团培养模型作为模拟体内细胞天然微环

境的经典体外培养模型，已被大量研究证实可精准调

控多种干细胞的增殖活性及静息状态［14-16］。同时，现

有研究已证实自噬通路的激活与干细胞静息状态的

建立及维持密切相关［17］。然而，截至目前，成团培养

介导的NPSCs是否可以进入静息状态、成团后的NPSCs
在维持 IVDD 进程中的作用、与自噬通路之间的调控

关联尚未明确。基于上述研究的缺乏，本研究旨在系

统探讨成团培养技术维持 NPSCs 静息状态的效应及

潜在自噬相关分子机制，以期为 IVDD 的预防与靶向

治疗提供部分理论依据与技术思路。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　标本的获取　　人的髓核组织来自 2025 年

12 月至 2026 年 1 月在陆军军医大学第二附属医院骨

科接受腰椎手术患者。按年龄分为未成年组（年龄<
18岁）和成年组（年龄≥18岁）。未成年组的髓核组织

取自 4例脊柱骨折或畸形患者，年龄 13~17岁；成年组

的髓核组织取自 5例 IVDD患者，年龄 45~70岁。本研

究经陆军军医大学第二附属医院医学伦理委员会批

准（2025-研第455-01）。

1. 1. 2　实验试剂　　Ⅱ型胶原酶购自北京 Solarbio
公司；Dulbecco 改良 Eagle 培养基/营养混合物 F-12
（DMEM/F12）培养基、青霉素-链霉素购自德阳Sperikon
公司；FBS、总 RNA 提取试剂盒购自武汉 ServiceBio 公

司；ABScript 3 RT Master Mix逆转录试剂盒、ECL超敏

化学发光试剂盒购自武汉 ABclonal公司；SYBR Prime 
qPCR 试剂盒（Fast HS）购自重庆 Bioground 公司；

OriCell®大鼠间充质干细胞表面标志物检测试剂盒，

OriCell®大鼠骨髓间充质干细胞成脂、成骨、成软骨分

化试剂盒购自美国OriCell公司；PI/RNase染色缓冲液

购自美国 BD Pharmingen 公司；Ki67（D3B5）兔单克隆

抗体（Alexa Fluor® 488 偶联）购自美国 Cell Signaling 
Technology公司；Senescence-Tracker™衰老细胞近红外

荧光探针（C0603）、EdU细胞增殖试剂盒（AF647标记）

购自江苏碧云天生物技术有限公司；GAPDH 抗体、

P62 抗体、Anti-Rabbit 抗体、Anti-Mouse 抗体购自武汉

Abclonal 公司；P27 抗体、SOX2 抗体、LC3B 抗体、p-

mTOR抗体、p-Akt抗体、mTOR抗体、PI3K抗体、Akt抗
体购自浙江华安公司；OCT4抗体和Nanog抗体购自北

京Bioss公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　大鼠 NPSCs的分离与培养　　取 24只 8周龄

SD雄性大鼠［体质量（350±50）g］，用2%戊巴比妥钠麻
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醉后处死。大鼠由陆军军医大学第二附属医院实验

动物中心提供， NPSCs分离自大鼠椎间盘组织。本研

究所有动物实验经陆军军医大学实验动物福利伦理

委员会审批（AMUWEC20255372），实验操作符合动物

伦理规范。大鼠饲养于陆军军医大学第二附属医院

实验动物中心 SPF级动物房，环境温度 22~25 ℃、相对

湿度 50%~60%，保持 12 h光照/12 h黑暗的节律，自由

摄食饮水，笼具每周清洁更换 2次。实验由专业人员

操作，全程无菌分离组织，最大程度减少动物痛苦；实

验期间每日监测大鼠状态，设定体质量下降超 20%、

精神萎靡、活动障碍等为人道终点，本研究未出现预

期及意外不良事件，无触发人道终点情况。

取鼠尾浸泡在碘伏中 30 min后，在无菌条件下剥

离皮肤和肌肉，显露椎间盘，挤压同时使用无菌刀片切

割椎间盘，髓核组织呈白色胶冻样即游离至刀片侧，加

入 0. 25%Ⅱ型胶原酶，于 37 ℃消化 30 min。将细胞悬

液离心，室温以250×g离心3 min，弃去上清液。NPSCs
采用 DMEM/F12 培养基培养，培养基中添加 10%FBS
和1%青霉素-链霉素，培养环境为37 ℃、5%CO2湿润培

养箱。当细胞融合度达到 95%时，用 0. 25% 胰蛋白酶

消化贴壁细胞，按细胞悬液体积的 1∶3 比例传代。

实验选用第三代（P3）NPSCs进行后续研究，贴壁培养

的NPSCs命名为单层培养（monolayer culture，ML）组。

1. 2. 2. 1　微孔板三维培养法构建大鼠 NPSCs 球状

体　　根据参考文献［18］，当第三代NPSCs体外培养

至 80%融合度时，经胰蛋白酶消化后离心。采用微孔

板（Aggrewell™，美国）三维球状体培养法构建 NPSCs
球状体：在 24孔微孔板中通过离心形成球状体，通过

接种适宜细胞密度（1×106个/孔）控制球状体大小。每

日更换 50%~75%的完全DMEM/F12培养基。培养 3 d
后，收集 NPSCs 球状体用于后续实验，收集的 NPSCs
球状体命名为成团培养（sphere culture， SP）组；若需

获得单细胞，可将球状体经胰蛋白酶消化为单细胞悬

液。将球状体 NPSCs 重新置于普通培养瓶中继续贴

壁生长的NPSCs组命名为重新铺板（Re-ML）组。

1. 2. 2. 2　倒置相差显微镜观察及检测大鼠 NPSCs球
状体形态和直径　　采用倒置相差显微镜（Olympus，
日本）观察成团形态，以球形度规整、边缘光滑、无明

显分散细胞为形态合格标准；随机选取 3个视野，每个

视野随机选取 12 个细胞团，使用 Image J 软件测量细

胞团最大直径，统计直径集中于100~200 μm。

1. 2. 3　HE染色检测人髓核组织形态结构　　将 4%
多聚甲醛固定后的髓核组织样品经梯度脱水、二甲苯

透明处理后，进行石蜡包埋，制作 2 μm连续切片。切

片经二甲苯脱蜡后进行染色。苏木素和伊红染液

（ServiceBio，武汉）染色 5~10 min，自来水冲洗 10 min
返蓝；1% 盐酸乙醇分化 3~5 s，自来水冲洗 5 min。伊

红染液染色 30~60 s，自来水冲洗 10 s。使用中性树胶

封片。置于光学显微镜下观察组织形态结构，拍摄图

像并进行形态学分析。

1. 2. 4　流式细胞术检测大鼠NPSCs表面标志物表达　

　采用OriCell®大鼠间充质干细胞表面标志物检测试

剂盒检测第 3代NPSCs的表面标志物表达。该试剂盒

包含阳性标志物（CD44、CD90、CD73）一抗、阴性标志

物（CD34、CD45）一抗、同型对照抗体及藻红蛋白（PE）
标记二抗。简要实验流程：将NPSCs重悬于流式细胞

术缓冲液（含 0. 1%FBS 的 1×磷酸盐缓冲液）中，调整

细胞浓度至 3×106/mL。在标记好的 1. 5 mL离心管中，

加入 100 μL 细胞悬液（约 3×105个细胞）和 2 μL 一抗

（或同型对照抗体），于 4 ℃孵育 30 min。用 200 μL缓

冲液洗涤 2次（250×g，5 min）后，加入 2 μL二抗，继续

于 4 ℃孵育 30 min。再次洗涤细胞后，将其重悬于

300~500 μL 缓 冲 液 中 ，立 即 采 用 流 式 细 胞 仪

（Beckman Coulter，美国）检测。使用 FlowJo 软件进行

数据分析。

1. 2. 5　油红 O 染色检测大鼠 NPSCs 成脂分化能力　

　采用OriCell®大鼠骨髓间充质干细胞成脂分化试剂

盒诱导 NPSCs 成脂分化。简要实验流程：将第三代

NPSCs 以 2×104 个/cm²的密度接种于培养皿中，置于

37 ℃、5%CO2细胞培养箱中培养至融合度 100%。按

说明书配制好成脂诱导分化培养基，成脂诱导阶段，

交替使用成脂诱导培养基 A 液和 B 液培养细胞，A 液

3 d，B液 1 d，期间每日观察细胞状态。约 3周后，分化

完成后，用 10% 福尔马林固定细胞 30 min，随后加入

油红 O工作液染色 30 min。经磷酸盐缓冲液洗涤后，

在显微镜下观察细胞形态。

1. 2. 6　阿尔辛蓝染色检测大鼠NPSCs成软骨分化能力

　采用OriCell®大鼠骨髓间充质干细胞成软骨分化试

剂盒诱导 NPSCs 成软骨分化。收集 4×105 个第三代

NPSCs，经 250×g离心 4 min后，用磷酸盐缓冲液洗涤。

成软骨诱导完全培养基的配制方法如下：在每 1 毫

升预混液（含添加剂Ⅰ的基础培养基）中加入 10 μL成

软骨分化添加剂Ⅱ。将细胞重悬于 0. 5 mL完全培养

基中，转移至 15 mL 离心管（盖子松动），置于 37 ℃、

5%CO2环境中培养。每 2~3 天更换 0. 5 mL 新鲜完全

培养基，约 2周后，管内形成直径 1. 5~2. 0 mm 的软骨

球。将软骨球用 10%福尔马林固定 30 min以上，随后

进行脱水、石蜡包埋，切片厚度为 3 μm。脱蜡脱水后，
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将切片于阿尔辛蓝染色1 h，洗涤后在显微镜下观察。

1. 2. 7　茜素红S染色检测大鼠NPSCs成骨分化能力

　采用OriCell®大鼠骨髓间充质干细胞成骨分化试剂

盒诱导 NPSCs 成骨分化。按说明书配制好成骨诱导

分化培养基，将第三代 NPSCs 接种于培养皿中，加入

成骨诱导培养基，置于 37 ℃、5%CO2培养箱中培养，每

3天更换1次培养基。约2周后，细胞分化成功后（以矿

化结节形成为标志），用4%多聚甲醛固定细胞30 min，
洗涤后，加入茜素红 S溶液室温染色 15~20 min。洗涤

后在显微镜下观察细胞形态。

1. 2. 8　衰老细胞近红外荧光探针及流式细胞术检测

各组大鼠 NPSCs 衰老状态　　采用衰老细胞近红外

荧光探针（C0603）检测 ML组和 SP组 NPSCs的衰老状

态。先取 10 mmol/L 探针储存液按 1∶1 000 的体积比

加入培养液，对贴壁细胞的成团细胞过夜孵育，孵育

后用胰蛋白酶消化贴壁细胞并收集，用胰蛋白酶将球

状体消化为单细胞悬液，2组样本通过流式细胞仪检

测荧光阳性细胞比例，以未处理的年轻NPSCs为阴性

对照设定荧光阈值，计算衰老细胞比例。

1. 2. 9　PI/RNase染色及流式细胞术检测各组大鼠NPSCs
细胞周期　　采用PI/RNase染色缓冲液和Ki67（D3B5）
兔单克隆抗体（Alexa Fluor® 488偶联）分析细胞周期。

将 2组细胞经胰蛋白酶消化后，收集约 1×106个细胞。

用磷酸盐缓冲液洗涤后，加入预冷的 70%乙醇于 4 ℃
固定 12 h，随后用磷酸盐缓冲液洗涤 2次。加入 Ki67
（D3B5）兔单克隆抗体，室温避光孵育 1 h，再加入PI染
色液室温避光孵育 20 min。采用流式细胞仪获取数

据，使用FlowJo软件进行数据分析。

1. 2. 10　EdU 细胞增殖试剂盒及共聚焦显微镜检测

各组大鼠 NPSCs 增殖能力　　采用 EdU 细胞增殖试

剂盒（AF647标记）对 2组细胞进行EdU实验。将细胞

置于含 10 μmol/L EdU 的完全培养基中孵育 4 h（细胞

周期 1/10），用 4% 多聚甲醛（PFA）固定 15 min，加入

0. 3%曲拉通X-100通透 15 min。按照试剂盒说明书，

采用 Click-iT EdU Alexa Fluor 555 检测系统检测孵育

的 EdU。采用共聚焦显微镜（Olympus 公司，日本）拍

摄图像。使用 Image J 软件计数 DAPI阳性细胞核（代

表总细胞数）和 EdU 阳性细胞核（代表增殖细胞数）。

增殖率计算公式：增殖率=（EdU⁺细胞核数/DAPI⁺细胞

核数）×100%。

1. 2. 11　Bulk RNA-Seq 分析各组大鼠 NPSCs 基因表

达谱　　本研究设置 2组进行 bulk转录组测序，即ML
组和 SP组。各组处理完成后，采用TRIzol法提取大鼠

NPSCs 总 RNA 并送检。RNA-Seq 流程（包括样本评

估、文库构建、质量控制和测序）由杭州广科安德生物

技术有限公司完成。采用 Illumina NovaSeq 6000测序

平台进行 RNA-Seq，对细胞在特定时间段内表达的所

有 mRNA 转录本进行测序。文库构建采用 Illumina 
TruSeq™ RNA样本制备试剂盒。测序获得的原始数据

中包含少量带测序接头或低质量的序列。为保证数

据分析的质量和可靠性，采用 FAST 软件对原始数据

进行过滤，过滤标准如下：①去除含接头的序列；②去

除含模糊碱基（以N表示）的序列；③去除低质量序列

（Qphred≤20 的碱基占总碱基的 50% 及以上）。本研

究以|Log2FC|≥1且校正后P值（P adj）<0. 05为标准筛

选 DEGs。采用 DESeq2软件进行差异表达分析，采用

Cluster Profiler软件对差异表达基因进行GO功能富集

和KEGG通路富集分析。

1. 2. 12　RT-qPCR检测各组大鼠NPSCs中P27、SOX2、
CD34等基因表达水平　　使用总RNA提取试剂盒提

取细胞总RNA，通过分光光度法测定总RNA纯度。随

后，采用含基因组DNA去除剂的ABScript 3 RT Master 
Mix逆转录试剂盒将RNA逆转录为互补DNA（cDNA）。

采用 SYBR Prime qPCR 试剂盒（Fast HS）进行定量

PCR检测。以GAPDH为内参基因，采用 2-△△Ct法计算

目的基因的相对表达量。实验数据为 3次独立实验获

得的平均值。目的基因的引物序列见表1。
表1　RT-qPCR引物序列

Table 1　Primer sequences for RT-qPCR

Genes
GAPDH

P27

SOX2

CD34

Pik3cd

Akt1

Mtor

Atg2a

Atg4c

Atg13

Sequences（5'→3'）
Forward：GCCAGCCTCGTCTCATAGAC
Reverse：AGTGATGGCATGGACTGTGG
Forward：GCTTTCGGGG TGTTTTTCCC
Reverse：TCTTCATGATTGACCGGGCC
Forward：GATCAGCATGTACCTCCCCG
Reverse：CATCGCCCGGAGTCTAGTTC
Forward：AGCTGGGGATCCAAAGCTTC
Reverse：GTGCAGAGAGAGGGCAGTTT
Forward：GATGGACTCAAACGGCAGGA
Reverse：ACTCGTTCATGGTCACACGG
Forward：CTGCACTTGTTGTTGCCTCC
Reverse：ATCTCCCTGGCTGCTCCTTA
Forward：CTGCACTTGTTGTTGCCTCC
Reverse：ATCTCCCTGGCTGCTCCTTA
Forward：CCTGCGGCGAGATTATGTCT
Reverse：GCAGAACTCGTCACTGTCCA
Forward：CATCAGCAT TCCCACCCAGT
Reverse：AAAACTCACCACAGTGCCCA
Forward：AGCCCGGAGTCACTCTATGT
Reverse：CACGAACTGTCTGGAAGCCT
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1. 2. 13　Western blotting检测各组大鼠NPSCs中P27、
SOX2等相关蛋白表达水平　　大鼠平面培养和成团

培养的NPSCs在RIPA缓冲液中进行裂解。用BCA蛋

白法测定蛋白质含量。通过 SDS-PAGE对蛋白质进行

分离，然后转移到 PVDF膜上。取出 PVDF膜放至 5%
脱脂奶粉中封闭 1 h。一抗 GAPDH（1∶50 000）、P27
（1∶2 000）、SOX2（1∶1 000）、LC3B（1∶1 000）、p-mTOR
（1∶1 000）、PI3K（1∶1 000）、OCT4（1∶1 000）、Nanog
（1∶1 000）、P62（1∶10 000）、p-Akt（1∶5 000）、mTOR
（1∶5 000）、Akt（1∶5 000）。将 PVDF 膜与一抗在 4 ℃
下孵育过夜（10~12 h），将膜与相对应的二抗孵育，二

抗 Anti-Rabbit（1∶10 000）、Anti-Mouse（1∶10 000）。采

用 ECL 超敏化学发光试剂盒（A 液∶B 液=1∶1）显影，

ChemiDoc XRS+凝胶成像系统采集图像，Image J软件

分析蛋白条带灰度值，以 GAPDH 为内参计算目的蛋

白相对表达量。

1. 2. 14　透射电子显微镜观察各组大鼠 NPSCs 超微

结构　　取ML组和 SP组的NPSCs，用 2. 5%戊二醛固

定液（ServiceBio公司，武汉）4 ℃固定 2. 5 h。而后外送

至百奥斯生物公司，使用 1% 锇酸室温后固定 1 h，梯
度乙醇（30%、50%、70%、80%、90%、100%）脱水，环氧

树脂 618包埋；经超薄切片机制作 70 nm超薄切片，采

用醋酸铀-柠檬酸铅双染法室温染色 15 min；日立 H-

7650 透射电镜下观察细胞超微结构，重点观察溶酶

体、自噬溶酶体等结构变化，并拍摄代表性图像。

1. 2. 15　药物干预结合流式细胞术及Western blotting
检测 PI3K-Akt-mTOR 通路对大鼠 NPSCs 自噬及静息

状态的影响　　取第三代 NPSCs，分别以 ML 组和 SP
组为基础，置于 37 ℃、5%CO2湿润培养箱中，采用含

10% 胎牛血清的 DMEM/F12完全培养基常规培养，培

养至第 3天后进行药物干预处理。实验分为 6组：ML
组、SP组、ML+CQ组、SP+CQ组、ML+MHY1485组、SP+
MHY1485 组。实验独立重复 3 次，除 ML 组和 SP 组

外，ML+CQ组为单层培养的NPSCs加入自噬抑制剂氯

喹（CQ）工作液，终浓度 10 μmol/L，同条件孵育 4 h；
SP+CQ 组成球培养至第 3 天的 SP 组加入 CQ 工作液，

终浓度10 μmol/L，同条件孵育4 h；ML+MHY1485组为

单层培养的NPSCs第3天加入mTOR激动剂MHY1485
工作液，终浓度20 μmol/L，同条件孵育2 h；SP+MHY1485
组成球培养至第 3天的NPSCs球状体加入mTOR激动

剂 MHY1485 工作液，终浓度 20 μmol/L，同条件孵育

2 h。药物孵育结束后，取部分细胞经0. 25%胰蛋白酶

充分消化为单细胞悬液，参照“1. 2. 9”方法行流式细

胞术检测，分析并统计G0期细胞比例，评价细胞静息

状态变化；剩余细胞参照“1. 2. 13”方法行 Western 
blotting检测，检测指标为 p-mTOR、mTOR、LC3B、P62，
以GAPDH为内参，计算目的蛋白相对表达量。

1. 3　统计学分析

统计学分析采用 SPSS 20. 0软件完成。所有统计

图表采用 GraphPad Prism 6. 0 软件和 Origin 9. 0 软件

绘制。所有实验重复 3次。数据以 x̄±s表示。根据数

据的正态分布情况，采用 Student’s t检验或单因素方

差分析比较组间差异的显著性。P<0. 05认为差异具

有统计学意义。

2　结果

2. 1　成年人髓核组织成团分布增加及大鼠 NPSCs 的

分离鉴定

对不同年龄段髓核组织 HE 染色显示：未成年患

者髓核细胞呈散在点状分布（图 1A），成年患者髓核细

胞呈成团簇状分布（图 1B），进行多视野观察并统计后

提示，成年患者的成团髓核细胞分布模式显著高于未

成年患者（P<0. 01）。通过组织块培养法从大鼠髓核

组织中分离细胞，体外平面培养后呈成纤维细胞样、

旋涡状排列（图 1C）。流式细胞术检测显示，该细胞高

表达间充质干细胞阳性标志物 CD90（99. 4%）、CD44
（99. 8%）、CD73（94. 2%），低表达造血干细胞阴性标

志物 CD34（0. 21%）、CD45（0. 45%）、CD11（1. 08%），

符合间充质干细胞表型（图 1D）。三系分化实验证实

其干性：成骨诱导后茜素红 S染色可见红色钙结节，成

软骨诱导后阿利辛蓝染色显示软骨球基质蓝染，成脂

诱导后油红O染色可见胞浆内红色脂滴（图 1E），表明

该细胞具有间充质干细胞的多向分化潜能。

2. 2　成团培养促进NPSCs静息并维持干性

确定成团培养时间和大小后，将大鼠NPSCs进行

成团培养后，显微观察可见细胞形成稳定的球形细胞

团，测得平均直径为（52. 3±11. 6）μm（图 2A）；将该细

胞团重新铺板培养，细胞可再次贴壁并恢复生长（图

2B），即Re-ML组，提示成团培养的可逆性。采用衰老

细胞近红外荧光探针标记后流式检测显示：与 ML 组

相比，SP组的平均荧光强度显著降低，成团培养可减

少细胞衰老（图 2C）。进一步通过Ki67与PI双染检测

细胞周期：与 ML组相比，而 SP组成团细胞的 G0期比

例显著升高（图 2D）；同时 EdU 荧光染色结果直观显

示：ML组细胞呈现大量红色EdU阳性信号，而 SP组成

团细胞几乎无 EdU 阳性信号（图 2E）。为进一步确定

其干性和静息变化，RT-qPCR结果显示，相较于ML组，
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SP组NPSCs中静息相关基因P27、SOX2、CD34的mRNA
相对表达量均显著升高（P<0. 05，图 2F）；Western 
blotting结果与转录水平一致，SP组 P27、SOX2的蛋白

表达水平明显高于ML组（图 2G），提示三维成团培养

可有效诱导NPSCs进入静息状态。Western blotting结
果显示，SP 组 OCT4、Nanog 的蛋白表达水平显著高于

ML 组；而 Re-ML 组经重新贴壁培养后，OCT4、Nanog
的蛋白表达水平较 SP组明显回落，恢复至接近ML组

的水平（图2H）。上述结果表明，成团培养可诱导大鼠

NPSCs进入G0期静息状态，静息相关基因与干性相关

转录因子的表达也显著上调，而重新贴壁培养可逆转

这一效应，成功构建了NPSCs的体外静息模型。

2. 3　成团培养抑制 NPSCs 增殖相关通路并增强自噬

相关通路

对 ML组和 SP组 NPSCs进行转录组测序，差异表

达基因热图显示 2组基因表达模式存在显著分群（图

3A）；PCA 分析进一步验证了 ML 与 SP 组的转录组特

征具有明显区分度（图 3B）。火山图分析共筛选出显
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A and B： Representative images of HE staining of juvenile （A） and adult （B） nucleus pulposus tissues； C： Representative images of 
microscopic observation of tissue block-cultured rat NPSCs after monolayer culture； D： Surface markers of rat NPSCs by flow cytometry； E： Tri-
lineage differentiation capacity of rat NPSCs

图1　人体髓核细胞分布特征及大鼠NPSCs的鉴定

Figure 1　Distribution characteristics of human nucleus pulposus tissues and identification of rat NPSCs
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著差异表达基因（|Log2FC|≥1，P<0. 05），其中 SP 组相

对于 ML组存在大量上调及下调基因（图 3C）。GO 功

能富集分析显示：上调基因主要富集于细胞黏附、自

噬调控等生物学过程；下调基因则富集于细胞周期进

程、DNA复制等增殖相关条目（图 3D）。KEGG通路富

集分析表明：SP 组上调基因显著富集于自噬通路、

ECM-受体相互作用，下调基因则富集于细胞周期、

PI3K-Akt信号通路、DNA复制（图 3E）。进一步针对核

心通路的气泡图分析显示：与ML组相比，SP组中细胞

周期、DNA 复制相关基因显著下调，PI3K-Akt 信号通

路相关基因表达受抑，而自噬通路相关基因显著上调

（图 3F）。PI3K-Akt 信号通路和自噬核心通路的差异

基因热图结果表明，SP组NPSCs自噬相关基因表达显

著上调，PI3K-Akt通路核心基因表达显著下调，2组基

因表达谱存在明显差异（图 3G）。RT-qPCR 验证结果

进一步证实，与 ML 组相比，SP 组 NPSCs 中 Pik3cd、
Akt1的mRNA表达水平显著降低，Mtor、Atg2a、Atg4c、
Atg13的mRNA表达水平显著升高（P<0. 05，图3H）。上

述结果从转录水平提示，成团培养通过抑制增殖相关通

路、激活自噬通路等方式，参与NPSCs静息状态的调控。
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A： Morphology of rat NPSCs in SP group after spheroid culture； B： Morphology of rat NPSCs in Re-ML group after re-plating； C： Senescence 
analysis in the ML and SP groups； D： Cell cycle distribution and G0-phase proportion in the ML and SP groups； E： EdU proliferation assay in the 
ML and SP groups； F： Expression levels of P27， SOX2， CD34 in the ML and SP groups by RT-qPCR； G： Representative Western blotting images 
of P27 and SOX2 in the ML and SP groups； H： Representative Western blotting images of OCT4 and Nanog in the ML， SP and Re-ML groups

图2　NPSCs在成团培养下的表型、衰老、细胞周期及干性相关分子表达特征

Figure 2　Phenotypic characteristics， senescence， cell cycle and stemness-related molecule expression of NPSCs 
under spheroid culture
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F

G

H

A to C： Transcriptomic differential expression analysis between the ML and SP groups； D and E： Top 30 GO functional and KEGG pathway 
enrichment analyses of differentially expressed genes between the ML group and SP group； F： KEGG enrichment analysis of genes associated 
with the PI3K-Akt pathway and autophagy； G and H： Expression changes and RT-qPCR validation of differentially expressed genes related to 
the PI3K-Akt pathway and autophagy

图3　NPSCs成团培养后的测序结果

Figure 3　RNA-seq results in NPSCs after spheroid culture
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2. 4　成团培养抑制 NPSCs PI3K-Akt-mTOR 信号并增

强自噬

Western blotting 验证结果显示：SP 组中自噬相关

分子LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值显著升高（P<0. 05），P62表达

显著降低（P<0. 05，图4A）；同时，PI3K-Akt-mTOR通路

中 p-Akt、p-mTOR的磷酸化水平显著下调（P<0. 05，图
4B），总蛋白 mTOR、Akt、PI3K 的表达也呈降低趋势

（P<0. 05，图 4C）。为进一步验证上述结果，以Ki67为

静息状态标志物、LC3B 为自噬活性标志物、p-mTOR
为 PI3K-Akt-mTOR通路活化标志物，对未成年患者和

成年患者髓核组织上述基因进行免疫荧光染色（图4D），

未成年患者髓核组织中 Ki67、p-mTOR 平均荧光强度

显著高于成年患者组（P<0. 05），而 LC3B 平均荧光强

度显著低于成年患者组（P<0. 05）。上述临床样本分

子表型变化趋势，与体外 NPSCs 单层培养组（ML，高

Ki67、高 p-mTOR、低 LC3B）、成球培养组（SP，低 Ki67、
低 p-mTOR、高 LC3B）的检测结果完全一致，证实体内

髓核细胞成团分布模式与静息状态、自噬激活及

PI3K-Akt-mTOR 通路抑制的调控关联，与体外实验结

果形成相互验证。透射电镜在多个不同视野观察显

示：ML组细胞视野内极少观察到自噬溶酶体结构，而

SP 组细胞内可见大量双层膜包裹的自噬体及自噬溶

酶体结构（图 4E）。上述结果表明，成团培养通过抑制

PI3K-Akt-mTOR 通路激活自噬，这是其诱导 NPSCs 进
入静息状态的关键分子机制。

2. 5　激活 mTOR 或抑制自噬逆转成团培养诱导的

NPSCs静息状态

为明确mTOR通路抑制-自噬激活-细胞静息的因

果调控关系，挽救实验结果显示：在 ML 组和 SP 组经

自噬抑制剂 CQ 处理后，Western blotting 实验显示，SP
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A to C： Protein expression of the PI3K-Akt-mTOR pathway and autophagy in the ML and SP groups； D： Immunofluorescence assay of Ki67， 
LC3B， and p-mTOR in juvenile and adult human nucleus pulposus tissues； E： Transmission electron microscopy of autophagy-related 
ultrastructures in the ML and SP groups

图4　大鼠NPSCs成团培养后PI3K-Akt-mTOR通路及自噬相关指标的检测

Figure 4　Detection of PI3K-Akt-mTOR pathway and autophagy-related indicators in rat NPSCs after spheroid culture
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组P62积累、LC3B-Ⅱ 水平显著升高（P<0. 05），明确成

团细胞自噬流处于激活状态（图 5A）；在 SP 组中经

mTOR 激动剂 MHY1485 处理后，Western blotting 实验

显示，SP+MHY1485组 p-mTOR 表达回升、LC3B-Ⅱ/Ⅰ
比值降低（P<0. 05），自噬被逆转（图5B）；进一步对ML
组和 SP组细胞周期检测显示，ML+MHY1485组和 SP+
MHY1485组G0期比例分别较ML组和 SP组显著下降

（P<0. 05，图 5C）。上述结果证实：成团培养通过抑制

mTOR 通路激活自噬以维持干细胞静息状态，而

mTOR通路激活可逆转这一表型。

3　讨论

3. 1　临床组织学特征揭示髓核细胞在静息状态的分

布规律

IVDD的核心源于 NPSCs数量减少、干性耗竭，而

成体干细胞的静息和增殖动态平衡是维持干细胞稳

态的核心［19-20］。静息状态下的干细胞可通过低代谢、

低增殖的方式逃避氧化应激与DNA损伤，从而长期维

持干性与再生潜能［21］。本研究通过临床组织学观察

发现，成团分布可能是髓核细胞随年龄增长进入静息

状态的组织学标志。体内髓核组织的缺氧、低营养微

环境可能通过细胞聚集成团形成功能性生态位，维持

NPSCs的静息状态以保存其修复潜能。这一临床现象

为体外模拟 NPSCs 静息模型提供了直接的组织学依

据，也为理解 IVDD 中 NPSCs 功能衰退的机制提供了

新视角。

3. 2　成团培养构建模拟体内生态位的 NPSCs 功能性

静息模型

体外模拟干细胞静息状态的核心是复现体内生

态位的调控特征，传统的血清饥饿、接触抑制等方法

常伴随干细胞干性耗竭或非特异性损伤［13， 22］。本研

究采用的成团培养策略，通过细胞间直接接触、旁分

泌信号及局部微环境梯度的影响，使之更接近体内髓

核细胞的聚集微环境［23-24］。本实验中成团培养的

NPSCs所表现出G0期阻滞、EdU低阳性率和低衰老水

平的结果，提示成团培养诱导的静息状态是功能性静

息，而非细胞衰老或凋亡的被动结果。此外，成团细

胞分散后可快速恢复增殖与分化能力，进一步证实该
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GAPDH(36×103)→

SP - - +   +

CQ - + - +

P62(62×103)→
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LC3B-Ⅰ(16×103)→
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A and B： Protein expression of autophagy- and mTOR-related markers in NPSCs after CQ or MHY1485 treatment； C： Cell cycle distribution 
and G0-phase proportion after pharmacological interventions

图5　PI3K-Akt-mTOR和自噬通路对成团培养诱导NPSCs静息状态的调控作用检测

Figure 5　Regulatory effect of PI3K-Akt-mTOR and autophagy on spheroid culture-induced quiescent state of NPSCs
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静息状态的可逆性，这对NPSCs的体外扩增与临床应

用具有重要价值。通过成团培养使NPSCs维持静息，

既避免了长期贴壁培养导致的干性耗竭，又能在需要

时快速激活其修复功能。

3. 3　PI3K-Akt-mTOR 通路和自噬通路是成团静息的

核心调控通路

从分子机制层面，本研究通过转录组测序与功能

验证，明确了 PI3K-Akt-mTOR通路抑制和自噬激活的

机制，这是成团培养诱导 NPSCs 静息的核心调控通

路。PI3K-Akt-mTOR 通路是细胞增殖、代谢与自噬的

核心调控节点。在贴壁增殖状态下，该通路的持续激

活驱动细胞进入细胞周期，同时通过磷酸化 ULK1 等

分子抑制自噬启动［25-26］，而成团培养可能通过细胞间

接触抑制、微环境营养限制等方式，下调了 PI3K-Akt-
mTOR通路的磷酸化水平，解除了对自噬的负调控，进

而通过自噬的激活维持细胞内稳态。本研究所表明

自噬相关分子的升高和自噬底物的降解，结合电镜下

自噬溶酶体的大量出现，共同证实成团细胞的自噬流

处于激活状态。因此，自噬不仅清理了细胞的代谢废

物［27］，也帮助调控干细胞的静息代谢。其过程可能是

通过降解胞内大分子物质提供基础代谢底物，同时减

少活性氧的产生。这与静息NPSCs的低代谢、高存活

等特性高度契合［13］。
该模型为 IVDD细胞治疗提供了种子细胞功能调

控和体内生态位模拟的两种方案，动物体内实验目前

可尝试通过经皮穿刺局部注射与Gelma胶结合移植至

大鼠退变的椎间盘，若应用于临床，凭借干性保留强、

存活时间长、安全风险低等优势，解决传统干细胞移

植干性耗竭、存活时间短的瓶颈，同时通过旁分泌调

控周围细胞稳态，这为退行性病变的治疗提供思路；

但需突破体内成团稳定性（生物交联或支架辅助滞

留）、免疫原性控制（如自体细胞来源）、给药方式优化

（如匹配穿刺针内径的细胞团大小）等技术挑战，方能

推动其从实验研究向临床应用转化。

本研究的发现也存在有待拓展的方向：①缺乏体内

实验验证成团静息NPSCs对 IVDD的修复效果，后续可

通过大鼠尾椎间盘退变模型，评估成团培养的NPSCs移
植后的存活、分化及组织修复能力；②未探究细胞间

通讯在成团静息中的作用，而体内髓核细胞的成团分

布可能依赖细胞间通讯实现同步静息，这一机制的阐

明将进一步完善成团培养诱导静息的理论体系。

综上所述，本研究从临床现象出发，构建了基于

成团培养的 NPSCs 静息模型，明确了 PI3K-Akt-mTOR
通路和自噬通路的核心调控作用，不仅为理解 NPSCs

的静息机制提供了实验依据，也为 IVDD 的内源性修

复策略提供了新的技术思路。这一技术有望为 IVDD
的细胞治疗提供更优质的移植源。
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